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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung eines 
bildgebenden photoelektrischen Flachensensors zur 
Auswertung von Biochips und ein Bildgebungsverfah- 
ren hierfur. Die Erfindung betrifft insbesondere ein Ver- 
fahren zurorisaufgeiosten Detektion von elektromagne- 
tischer Strahlung, die von auf einer Oberflache eines 
planaren Tragers immobilisierten Substanzen emittiert 
wird, mittels eines bildgebenden photoelektrischen Fla- 
chensensors. 

[0002] Das Erkennen bestimmter genetischer Infor- 
mationen ist eine elementare molekularbiologische Auf- 
gabenstellung, zu deren Losung bereits eine groBe Zahl 
unterschiedlichster Methoden vorgeschlagen wurde. 
Kann eine gesuchte genetische Information auf be- 
stimmte Nukleinsauresequenzen (im folgenden als Tar- 
getsequenzen oder Targets bezeichnet) zuruckgefuhrt 
werden, benutzt man in vielen Fallen sogenannte Oli- 
gonukleotidsonden, deren Nukleinsauresequenzen zu 
den Targetsequenzen komplementar sind. Aufgrund ih- 
rer Komplementaritat konnen die Oligonukleotidsonden 
und die Targetsequenzen spezifisch hybridisieren, so 
daB man die gesuchten Targetsequenzen in einem Pool 
umfangreicher und komplexer genetischer Informatio- 
nen identifizieren und qualitativ und/oder quantitativ 
analysieren kann. 

[0003] Klassische Anwendungen dieser Art sind Nor- 
thern- und Southern-Blots, sowie die in-situ Hybridisie- 
rung. Dazu werden die Proben in der Regel zweckge- 
recht vorbereitet und mit Hilfe definierter Oligonukleo- 
tidsonden untersucht. Bei herkommlichen Anwendun- 
gen dieser Art sind ublicherweise die 
Oligonukleotidsonden markiert und konnen so, abhan- 
gig von der gewahlten Markierung, detektiert werden. 
Dies ist erforderlich, urn probengebundene Sonden, d. 
h. Sonden, die spezifisch an Targetsequenzen hybridi- 
siert haben, erkennen zu konnen. 
[0004] Zur Markierung der Sonden werden Substan- 
zen, sog. Marker, eingesetzt, die mit Hilfe geeigneter 
Nachweismethoden identifiziert werden konnen. Weit 
verbreitet sind insbesondere radioaktive Marker, sowie 
Chemilumineszenz- oder Fluoreszenzmarker. 
[0005] Dabei haben insbesondere Fluoreszenz- und 
Chemilumineszenzmethoden in der chemischen und 
biologischen Analytik und Diagnostik einen hohen Stel- 
lenwert. Es handelt sich urn sehr nachweisstarke Me- 
thoden, die ohne Radioaktivitat und, falls erforderlich, 
ohne toxische Substanzen auskommen. Viele der ver- 
wendeten Marker sind verglichen mit Radioisotopen bei 
entsprechender Lagerung praktisch unbegrenzt haltbar. 
Es existieren heute empfindliche optische Detektions- 
systeme, die schon den Nachweis einzelner Markermo- 
lekule ermoglichen. AuBerdem existiert eine Vielfalt un- 
terschiedlichster Fluoreszenzfarbstoffe, so daB fur die 
meisten Wellenlangenbereiche im sichtbaren Spek- 
trum, aber auch im angrenzenden ultravioletten und in- 
fraroten Spektralbereich auf geeignete Fluoreszenz- 



marker zuruckgegriffen werden kann. Entsprechend 
sind geeignete Chemilumineszenzsubstrate fur viele 
Enzyme, beispielsweise Peroxidasen, Alkalische Phos- 
phatase, Glucose-Oxidase und andere verfugbar. Lei- 
5 stungsfahige Chemilumineszenzsubstrate mit einer Si- 
gnalstabilitatvon uber einer Stunde sind kommerziell er- 
haltlich. 

[0006] Bei den oben erwahnten klassischen Hybridi- 
sierungsmethoden ist die Zahl der unterschiedlichen 

10 Sonden, die in Verbindung mit ein und derselben Probe 
eingesetzt werden konnen, begrenzt. Urn die Sonden 
unterscheiden zu konnen, sind unterschiedliche, d.h. 
nicht interferierende Markierungen und in der Folge 
auch unterschiedliche Detektionssysteme erforderlich. 

15 Der damit verbundene Aufwand stoBt spatestens bei 
Multi-Parameter-Analysen an die Grenzen der Praktika- 
bilitat. 

[0007] Entscheidende Vorteile bieten in dieser Hin- 
sichtTestanordnungen mit immobilisierten Oligonukleo- 

20 tidsonden, d.h. Sonden, die an einen festen Trager fi- 
xiert sind. Urn bei derartigen Systemen eine Bindung 
von Probe und Sonde erkennen zu konnen, wird in die- 
sen Fallen die Probe und nicht die Sonde markiert. Un- 
ter einem festen Trager versteht man dabei ein Material 

25 mit starrer oder halbstarrer Oberflache. Bei derartigen 
Tragem kann es sich beispielsweise urn Partikel, Stran- 
ge, insbesondere Faserbundel, spharische Korper, wie 
Kugeln oder Kugelchen (sogenannte "beads"), Fal- 
lungsprodukte, Gele, Blatter, Rohren, Behaltnisse, Ka- 

30 pillarrohrchen, Scheiben, Folien oder Platten handeln. 
Am weitesten verbreitet sind inzwischen jedoch plana- 
re, d.h. ebene Trager. 

[0008] Soil eine Probe mittels mehrerer Sonden mit 
unterschiedlicher Spezifitat untersucht werden, so wer- 

35 den diese Sonden ublicherweise auf einem gemeinsa- 
men Trager so angeordnet, da3 jede Sondenart, also 
beispielsweise eine bestimmte Oligonukleotidsonde mit 
bekannter Sequenz, einem bestimmten Feld eines 
zweidimensionalen Feldmusters (allgemein als "Array" 

40 bezeichnet) auf dem Trager zugeordnet wird. Die Fest- 
stellung, ob und/oder gegebenenfalls in welchem MaBe 
die markierte Probe an ein bestimmtes Feld bindet, er- 
laubt Ruckschlusse auf die zur Sonde dieses Feldes 
komplementare Targetsequenz der Probe und gegebe- 

45 nenfalls auf deren Konzentration. 

[0009] Durch fortschreitende Miniaturisierung konn- 
ten die Felder mittlerweile wesentlich verkleinert wer- 
den, so daB man heute eine Vielzahl verfahrens- und 
meBtechnisch unterscheidbare Felder, also auch eine 

50 Vielzahl unterscheidbarer Sonden auf einem einzelnen 
Trager anordnen kann. Obwohl Glastrager im moleku- 
larbiologischen Bereich fur diese Zwecke noch am wei- 
testen verbreitet sind, werden die planaren Trager in An- 
lehnung an die Halbleitertechnologie auch als "Chips", 

55 insbesondere als Biochips, Genchips usw. bezeichnet. 
Die Sonden konnen in sehr hoher Dichte an den Trager 
gebunden und mehrere Sonden einer Sondenart in ei- 
nem miniaturisierten Feld angeordnet werden. Heute 
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konnen bereits Chips mit bis zu 40.000 unterschiedli- 
chen molekularen Sonden pro cm 2 hergestellt werden. 
[0010] Vor allem hat die Anwendung photolithogra- 
phischer Fabrikationstechniken aus der Halbleitertech- 
nologie zu entscheidenden Fortschritten bei der Her- 
stellung solcher Chips gefuhrt. Das Prinzip basiert auf 
einer lichtgesteuerten chemischen Festphasensynthe- 
se, bei der photolithographische Masken die Felder ab- 
bilden (vgl. beispielsweise Fodor et al, "Lightdirected, 
spatially addressable parallel chemical synthesis", Sci- 
ence, vol. 251, 767-773 (1991)). Dieses Verfahren ist 
insbesondere dann von Vorteil, wenn die Sonden auf 
dem Trager in-situ aus einzelnen Bausteinen, beispiels- 
weise Nukleotiden, aufgebaut werden sollen. So kann 
ein bestimmter Baustein gezielt an die im Aufbau be- 
findlichen Sonden bestimmter Felder angefugt werden, 
wahrend die Sonden der ubrigen Felder unberuhrt blei- 
ben. Dies gelingt mit photolithographischen Masken, die 
Lichtzur lichtgesteuerten chemischen Synthese nurauf 
diejenigen Felder abbilden, an die der Baustein ange- 
fugt werden soil. Beispielsweise kann der Lichteinfall die 
Abspaltung lichtempfindlicher Schutzgruppen bewir- 
ken, wodurch eine reaktive Gruppe genau an derjenigen 
Stelle der im Aufbau befindlichen Sonden freigesetzt 
wird, an die der Baustein angefugt werden soil. Da ein 
zuletzt angefugter Baustein in der Regel eine gebunde- 
ne Schutzgruppe einbringt und dadurch die urn einen 
Baustein erweiterten Sonden wieder schutzt, wird an ei- 
ne aktivierte Sonde lediglich ein einziger Baustein an- 
gefugt. Aus dem gleichen Grund stehen die wahrend ei- 
nes Zyklus urn einen Baustein erweiterten Sonden glei- 
chermaBen wie die in diesem Zyklus nicht erweiterten 
Sonden als zunachst geschutzte Gesamtheit aller Son- 
den einer neuen gezielten Aktivierung durch eine pas- 
sende Maske fur die Anfugung eines weiteren Baustein 
in einem neuen Zyklus zur Verfugung. Derartige Verfah- 
ren werden ausfuhrlich in den internationalen Patentan- 
meldungen WO 90/15070, WO 91/07087, WO 
92/10092, WO 92/10587, WO 92/10588 und in dem U. 
S. -Patent 5,143,854 beschrieben. 
[0011] Andere Chips weisen wiederum Sonden auf, 
die nicht in-situ synthetisiert, sondern in vorgefertigter 
Form auf den Trager aufgebracht werden. Entsprechen- 
de Arrays aus Biomolekulen zur Sequenzanalyse von 
Polynukleotiden wurden bereits von E. Southern in der 
internationalen Patentanmeldung WO 89/10977 be- 
schrieben. Biomotekulare Arrays eignen sich fur eine 
Vielzahl von Anwendungen, angefangen von der Se- 
quenzierung von DNA uberdas DNA-Fingerprinting bis 
zu Anwendungen in der medizinischen Diagnostik. In- 
zwischen werden schon kommerzielle Biochips mit ei- 
ner Vielzahl verschiedener cDNAs zur Hybridisierung 
angeboten. Bei diesen cDNAs handelt es sich beispiels- 
weise urn Nukleinsauresequenzen mit Langen von etwa 
200 bis 600 Basenpaaren (bp), die mittels genspezifi- 
scher Primer amplifiziert werden, deren Identitat durch 
Teilsequenzierung uberpruft wird und die dann gezielt 
an bekannten Platzen beispielsweise auf einer Nylon- 



membran angebracht werden. 

Werden die markierten Proben mit dem planaren Chip 
in Kontakt gebracht, so kann es auf einzelnen Feldern 
zu einer Kopplung, beispielsweise einer Hybridisierung, 

5 mit komplementaren Sonden kommen. In Fallen, in de- 
nen eine Markierung der Proben nicht zweckmaGig ist, 
kann auch nach Bindung der Proben an die Sonden der 
Chip mit geeigneten markierten Rezeptoren, die spezi- 
fisch an die Proben binden, in Kontakt gebracht werden. 

10 In beiden Fallen werden Fluoreszenz- oder Chemilumi- 
neszenzmarker auf denjenigen Feldelementen immobi- 
lisiert, wo eine Bindung zwischen Sonden und Proben 
stattgefunden hat. Bei fluoreszenzoptischen Nachweis- 
methoden wird der Chip dann mit Licht einer geeigneten 

15 Wellenlange bestrahlt, so daB die Fluoreszenzfarbstoffe 
angeregt werden und Fluoreszenzstrahlung emittieren. 
Bei einer Nachweismethode durch Lumineszenz wird 
kein externes Anregungslicht benotigt. Vielmehr ver- 
wendet man chemilumineszierenden oder biolumines- 

20 zierenden Systeme als Marker zur Signalerzeugung. 
Die Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung erzeugt 
ein Muster aus hellen und dunklen Feldelementen auf 
dem planaren Trager, das aufgezeichnet wird. Informa- 
tionen uber die Probe kann man also dadurch erhalten, 

25 daG man das Hell/Dunkel-Muster mit dem bekannten 
Muster der an die Trageroberflache fixierten biologi- 
schen Sonden vergleicht. 

[0012] Die fortschreitende Miniaturisierung hat zu ei- 
ner groBen Anzahl von Feldelementen auf einem ein- 
30 zelnen planaren Trager gefuhrt, die bei kommerziellen 
Anwendungen in kurzer Zeit sehr zuverlassig vermes- 
sen werden mussen. Zum ortsaufgelosten fluoreszenz- 
optischen Nachweis von auf einem Biochip immobili- 
sierten Substanzen werden heute hauptsachlich soge- 
rs nannte Scanner eingesetzt, bei denen die Oberflache 
des Chips mit einem fokussierten Laserstrahl abgeta- 
stet und das emittierte Fluoreszenzlicht detektiert wird. 
Ein entsprechender Fluoreszenzscanner wird von der 
Firma Hewlett-Packard fur die Auswertung von Biochips 
40 der Firma Affymetrix hergestellt und ist in den US-Paten- 
ten 5,837,475 und 5,945,679 detaillierter beschrieben. 
Es sind auch Scanner bekannt, bei denen ein konfoka- 
les Anregungs- und Detektionssystem in ein Epifluores- 
zenzmikroskop integriert ist. Als Detektionssysteme fur 
45 das emittierte Fluoreszenzlicht werden bei Scannern 
meist sogenannte Einkanalsysteme, also beispielswei- 
se einzelne Photozellen oder Sekundarelektronenver- 
vielfacher (Photomultiplier) verwendet. 
[0013] Es sind jedoch auch zweidimensionale Detek- 
50 tionssysteme, wie beispielsweise CCD-Kameras be- 
kannt, die sowohl zur Detektion von Fluoreszenzlicht als 
auch zur Detektion von Chemilumineszenzlicht einer 
Probe verwendet werden konnen. Kommerziell erhaltli- 
che Systeme besitzen entweder ein optisches Abbil- 
55 dungssystem, welches unter Verwendung von Linsen- 
optiken die mit Chemilumineszenzmarkem oder Fluo- 
reszenzmarkem versehene Biochipoberflache auf ei- 
nen CCD-Sensor abbilden, oder eine Kombination aus 
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einem Bildverstarker (Image Intensifier) und einer 
CCD-Kamera. 

[0014] So wird in DE 197 36 641 A1 ein optisches 
MeBsystem fur die Biosensorik beschrieben, welches 
beispielsweise einen CCD-Chip als Detektor verwen- 
det. Das Messobjekt und der CCD-Chip sind durch op- 
tische Einrichtungen verbunden, die Fasern, Linsen und 
Spiegel umfassen konnen. 

[0015] In US 5,545,531 werden zahlreiche Detekti- 
onssysteme zur Untersuchung von sogenannten 
Biochip-Assays beschrieben, u.a. Scannersysteme und 
CCD-Systeme mit lichtstarker Abbildungsoptik. Er- 
wahnt wird auch die Moglichkeit eines Einbaus eines 
CCD-Arrays in den Waver einer "biochip plate", ohne 
dem Fachmann aberdiesbezuglich eine klare und nach- 
vollziehbare technische Lehre zu offenbaren. 
[0016] In US 5,508,200 wird die Auswertung chemi- 
scher Assays mittels einer Videokamera beschrieben, 
die mit einer Abbildungsoptik versehen ist 
[0017] In der Internationalen Patentanmeldung WO 
97/35181 (PCT/US97/04377) wird ein Immunoassay- 
System beschrieben, bei welchem fluoreszenzmarkier- 
te Molekule eines Biosensors durch evaneszentes Licht 
angeregt und die von diesen Molekulen emittierte Fluo- 
reszenzstrahlung von einem Photodetektorarray regi- 
stries wird. Urn Fluoreszenz aus unterschiedlichen Be- 
reichen des Biosensors optisch voneinander zu tren- 
nen, wird die Fluoreszenzstrahlung wird durch soge- 
nannte "Tunnel" mit lichtundurchlassigen Wanden von 
dem Biosensor zu den den jeweiligen Bereichen zuge- 
ordneten Photodetektoren geleitet. 
[0018] Die bekannten Fluoreszenz- oder Lumines- 
zenzdetektionssysteme fur Biochips weisen jedoch 
Nachteile auf. So sind CCD-Kameras mit einer Linsen- 
optik meist recht teuer, da entweder aufwendig korrigier- 
te aspharische Objektive verwendet werden oder bei 
Einsatz einer weniger aufwendigen Abbildungsoptik ei- 
ne Korrektur der Bildverzerrung und Vignettierung 
durch eine komplexe Bildbearbeitungssoftware erfor- 
derlich ist. Fur eine ausreichend hohe Empfindlichkeit 
ist es auBerdem meist notwendig, mit gekuhlten 
CCD-Sensoren oder sogenannten "Slow-Scan, Full- 
Frame Scientific Chips" zu arbeiten. Auch die Verwen- 
dung von Bildverstarkem ist neben den hohen Kosten 
mit weiteren Nachteilen verbunden. So ist zum Betrieb 
eines Bildverstarkers ein HochspannungsanschluB an 
der Abbildungsoptik erforderlich, was beim Arbeiten mit 
waBrigen Medien, wie beispielsweise Puffern, Gefahren 
fur den Benutzer mit sich bringt. Soweit Faseroptiken 
verwendet werden, treten Verluste beim Einund Aus- 
koppeln des Fluoreszenz- oder Lumineszenzlichtes in 
die Fasern auf. AuBerdem ist die Auflosung von faser- 
optischen Abbildungssystemen begrenzt. Das aus 
"Lichttunneln" bestehende Abbildungssystem der oben 
erwahnten WO 97/35181 weistzudem den Nachteil auf, 
dass nur Lichtstrahlen, die im wesentlichen parallel zur 
Tunnelachse verlaufen, den Detektor erreichen konnen. 
AuBerdem mussen die einzelnen Felder des Biosen- 



sors, die "Lichttunnel" und die Detektoren exakt zuein- 
ander ausgerichtet werden. 

[0019] Der vorliegenden Erfindung liegt daher das 
technische Problem zugrunde, ein einfaches und ko- 

5 stengunstiges Bildgebungssystem zur ortsaufgelosten 
Detektion von elektromagnetischer Strahlung, insbe- 
sondere Lumineszenz- und/oder Fluoreszenzstrahlung, 
die von auf einer planaren Oberflache eines Tragers, 
insbesondere eines Biochips, immobilisierten Substan- 
ce zen emittiert wird, anzugeben. Das Bildgebungssystem 
soli dabei einfach zu handhaben sein. 
[0020] Zur Losung dieses Problems schlagt die Erfin- 
dung vor, einen bildgebenden photoelektrischen Fla- 
chensensor zur Kontaktabbildung einer Oberflache ei- 

15 nes Biochips zu verwenden. Uberraschenderweise wur- 
de gefunden, daB es moglich ist, die Fluoreszenz- oder 
Lumineszenzstrahlung, die von auf einer im wesentli- 
chen planaren Oberflache eines Biochips immobilisier- 
ten Substanzen emittiert wird, ortsaufge lost und mit ho- 

20 her Empfindlichkeit zu detektieren, indem man einen 
bildgebenden photoelektrischen Flachensensor in mog- 
lichst geringem Abstand von der Oberflache des 
Biochips anordnet, die immobilisierten Substanzen zur 
Emission von elektromagnetischer Strahlung, vorzugs- 

25 weise von Licht im sichtbaren und/oder infraroten und/ 
oder ultravioletten Spektralbereich anregt, und die emit- 
tierte Strahlung ohne Verwendung eines abbildenden 
optischen Systems photoelektrisch detektiert. Unter ei- 
nem abbildenden optischen System" ist im vorliegen- 

30 den Zusammenhang jegliche Einrichtung zu verstehen, 
welche elektromagnetische Strahlung, die von einem 
Bereich der Oberflache des Biochips ausgeht in eindeu- 
tiger Weise einem bestimmten Bereich des Flachensen- 
sors zuordnet, also insbesondere Linsen- und Spiegel- 

35 systeme, Gradientenlinsenarrays, Faser- oder Lichtwel- 
lenfeiterbundel, aber auch eine Anordnung 
mehrer "Lichttunnel" wie sie in WO 97/35181 beschrie- 
ben sind. Vielmehr ist im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung zwischen der Oberflache des Biochips und der 

40 Oberflache des Flachensensors allenfalls eine dunne 
transparente Platte (beispielsweise ein Glasplattchen) 
und/oder ein dunner Fluidspalt (beispielsweise ein Luft- 
oder Flussigkeitsspalt) vorgesehen. Uberraschend wur- 
de namlich gefunden, dass es bei hinreichend geringem 

45 Abstand zwischen Biochip und Flachensensor jedem 
photoelektrische Element des Flachensensors ein defi- 
nierter Bereich des Biosensors zugeordnet ist und das 
entsprechende Element nicht gegen Streulicht von be- 
nachbarten Bereichen des Flachensensors abge- 

50 schirmt werden muss. 

[0021 ] Unter dem Begriff "Anregung" ist hier nicht nur 
eine Anregung durch Einstrahlung von elektromagneti- 
scher Strahlung zu verstehen, wie dies beispielsweise 
zur Fluoreszenzdetektion erforderlich ist. Vielmehr soil 

55 der Begriff "Anregung" jegliche Beeinflussung der im- 
mobilisierten Substanzen umfassen, die mit der an- 
schlieBenden Emission von Licht verbunden ist, insbe- 
sondere auf der Basis von Chemi- oder Biolumines- 
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zenz. Wenn hier von "immobilisierten Substanzen" die 
Rede ist, so bedeutet dies nicht, daG die entsprechen- 
den Substanzen vollig unbeweglich sind. Vielmehr soil 
damit ausgedruckt werden, daG die Beweglichkeit der 
Sonden innerhalb eines Inkubations- und/oder MeGin- 
tervalls, also im Sekunden- oder Minutenbereich, so ge- 
ring ist, daB noch eine eindeutige raumliche Zuordnung 
der Substanz zu einem Feldelement des Biochips mog- 
lich ist 

[0022] Mit der Erfindung sind zahlreiche Vorteile ver- 
bunden: 

Das erfindungsgemaGe Detektionssystem ist be- 
sonders kostengunstig, da es ohne Linsenoptiken, 
Bildverstarkeroder Faseroptiken zur Abbildung des 
Biochips auf dem Flachensensor auskommt. Her- 
kommliche, mit Optiken arbeitende Systeme mus- 
sen hone Signalverluste durch die Optik in Kauf 
nehmen. AuGerdem kommt durch den kleineren 
Raumwinkel der optischen Abbildungssysteme 
uber eine groGere Distanz nur ein Bruchteil des 
Ausgangssignals am Detektor an. Diese Verluste 
mussen bei den bekannten Detektoren durch teure 
Hochleistungsdetektoren oder elektronische Bild- 
verstarker ausgeglichen werden. Dagegen ist es 
bei der vorliegenden Erfindung durch einen Ver- 
zicht auf jegliche Abbildungsoptik und durch die un- 
mittelbare raumliche Nahe von Signalerzeugung 
und Detektion moglich, emittiertes Licht aus einem 
groGen Raumwinkelbereich zu empfangen. Daher 
kann auf einfachere und kostengunstige Detekto- 
ren zuruckgegriffen werden kann. Die hohe Si- 
gnalausbeute ermoglicht auGerdem sehr kurze 
MeGzeiten - in manchen Fallen genugteine MeGzeit 
von weniger als50 ms fur einen kompletten Biochip. 
Das Detektionssystem ist gegenuber dem Stand 
der Technik kompakter, hochgradig miniaturisiert 
und einfach zu bedienen, da keine Fokussierung 
oder Justierung vorgenommen werden muG. Durch 
Verzicht auf ein optisches Abbildungssystem kon- 
nen auch keine Bildverfalschungen, wie Vignettie- 
rung, Verzerrung oder Anderung der Dynamik auf- 
treten. Aufgrund seiner Kompaktheit und seiner Mi- 
niaturisierung ist das erfindungsgemaGe Detekti- 
onssystem leicht in automatische Analysensyste- 
me integrierbar. 

Bei ahnlicher Empfindlichkeit ist die Bedienung we- 
sentlich einfacher und schneller als bei einem Ront- 
genfilm. AuGerdem erhalt man direkt digitalisierte 
Daten, die weiterverarbeitet werden konnen. 
Eine komplizierte Ausrichtung und Justierung des 
Biochips zu dem Flachensensor ist nicht erforder- 
lich, da das Auffinden und die Identifizierung des 
einzelnen Spots auch nach einer Datenerfassung 
auf softwaretechnischem Weg erfolgen kann. 

[0023] Als Flachensensor werden bevorzugt ein Di- 
oden- oder Transistorarray, ein CCD-Sensor (etwa ein 



Video-, Full Frame- oder Zeilensensor, ein Slow-Scan 
Scientific CCD oder auch ein Line-Transfer-Model) oder 
ein TFA-Bildsensor verwendet. TFA stehtdabei fur "Thin 
Film on ASIC (Application Specific Integrated Circuit)". 

5 TFA-Bildsensoren bestehen beispielsweise aus einer 
dunnen Schicht aus amorphem Silizium auf einem 
ASIC-Sensor. Auch Zeilenarrays sollen in diesem Zu- 
sammenhang unter den Begriff "Flachensensor" fallen, 
da beispielsweise lineare Zeilenarrays aufgrund ihrer 

10 endlichen Querabmessungen stets eine bestimmte Fla- 
che des Biochips bedecken. 

[0024] Das Detektionssystem besteht demnach ge- 
maG einer bevorzugten Ausfuhrungsform aus einem 
bildgebenden Flachensensor und einem Biochip, derfur 

15 die Messung direkt auf die Sensorflache gelegt wird. 
Zwischen Flachensensor und Biochip kann ein Ab- 
standshalter angeordnet sein, der beispielsweise einen 
Reaktionsraum definiert, der im Fall einer Chemioder 
Biolumineszenznachweismethode mit Lumineszenzsy- 

20 stemkomponenten, in der Regel an der Lumineszenz- 
reaktion beteiligten Reaktanden, z.B. Chemilumines- 
zenzsubstrat, oder, falls das Substrat auf der Chipober- 
flache fixiert ist, mit Enzymlosung gefullt werden kann. 
Durch Aktivierung des Substrats wird Chemilumines- 

25 zenz- oder Biolumineszenzstrahlung emittiert und vom 
Flachensensor ortsaufgelost photoelektrisch detektiert. 
[0025] Typischerweise werden Flachensensoren mit 
mehr als 10.000 Pixeln verwendet. Die Sensorflache ist 
vorzugsweise wenigstens so groG wird die abzubilden- 

30 de Oberflache des Biochips und betragt ublicherweise 
40 bis 1 00 mm 2 . Dasamtliche Pixel des Flachensensors 
gleichzeitig belichtet werden, sind schnelle Messungen 
zeitgleich uber eine groGe Flache hinweg moglich. Der 
Flachensensor ist bevorzugt im wesentlichen parallel 

35 zur Oberflache des Biochips orientiert, kann aber an- 
sonsten weitgehend beliebig im Detektionssystem an- 
geordnet sein, beispielsweise horizontal, vertikal oder 
in einer "upside down"-Orientierung. 
[0026] Der direkte Kontakt bzw. der sehr geringe Ab- 

40 stand zwischen Flachensensor und Oberflache des 
Biochips entspricht einer Art Kontaktbelichtung, wie sie 
von Filmen oder Photoplatten her bekannt ist, ohne al- 
lerdings deren spezifischen Nachteile in Kauf nehmen 
zu mussen: So ist herkommlicherweisefurjedes Bild ein 

45 neuer Film oder eine neue Photoplatte notwendig, die 
anschlieGend aufwendig entwickelt und fixiert werden 
mussen. Bevordie mit herkommlichen Filmen oder Pho- 
toplatten aufgenommenen Bilder rechnerisch bearbei- 
tet oder ausgewertet werden konnen, mussen sie nach 

50 der Entwicklung noch digitalisiert werden. Im Gegen- 
satz dazu lassen sich die von dem bildgebenden pho- 
toelektrischen Flachensensor gelieferten Signale wah- 
rend der Belichtung digital isieren und rechnerisch bear- 
beiten. Die Signalintegrationszeit ist variabel und kann 

55 je nach Art des verwendeten Bildsensors bzw. der Star- 
ke des Chemilumineszenzsignals gewahlt und gegebe- 
nenfalls sogar erst wahrend der laufenden Messung 
endgultig festgelegt werden. AuGerdem kann der Fla- 
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chensensor oder das gesamte Detektionssystem, in 
das er integriert, ist nach einer Messung gewaschen, 
getrocknet und erneut benutzt werden 
[0027] Wenn man einen Bildsensor, beispielsweise 
ein Video-CCD-Sensor mit niedrigem dynamischen Be- 
reich verwendet, kann der MeGbereich durch geeignete 
Steuersoftware durch automatische Variation der Be- 
lichtungszeit auf mindestens 10 Bit ausgeweitet wer- 
den. Scientific-CCDs sind sogar mit einem MeGbereich 
von 12 bis 18 Bit erhaltlich. Bei Verwendung von soge- 
nannten "locally adaptive TFA-Sensoren" ist es sogar 
moglich, die von herkommlicher CMOS- bzw. 
CCD-Technologien her bekannte dynamische Band- 
breite von 70 dB durch Trennen der Pixelinformation in 
zwei separate Signale auf eine dynamische Bandbreite 
von 150 dB oder mehr zu erhohen. 
[0028] Das bei der Kontaktabbildung der Oberflache 
eines Biochips erzielbare raumliche Auflosungsvermo- 
gen wird einerseits durch die PixelgroGe des Flachen- 
sensors und andererseits durch den Abstand des 
Biochips vom Flachensensor bestimmt. Sofern zwi- 
schen Flachensensor und Biochip ein Reaktionsraum 
zur Durchfuhrung von Chemi- oder Biolumineszenzre- 
aktionen vorgesehen ist, wird ein raumliches Auflo- 
sungsvermogen von 20 |um oder besser angestrebt. In 
Fallen, in denen ein direkter Kontakt von Flachensensor 
und Biochip realisiert werden kann, entspricht das Auf- 
losungsvermogen der PixelgroGe des Sensor selbst. 
[0029] Als Biochip konnen alle Formate gewahlt wer- 
den, die uber eine planare Oberflache verfugen oder bei 
denen die aktiven Substanz nicht in Vertiefungen immo- 
bilisiert sind, die tiefer sind als die gewunschte raumli- 
che Auflosung. Die Biochips weisen an einer planaren 
Trageroberflache immobilisierte Substanzen auf, wobei 
diese immobilisierten Substanzen an der Oberflache fi- 
xierte biologische Sonden und/oder an die Sonden ge- 
bundene Proben sein konnen. Dabei konnen die Son- 
den, die Proben, die Sonden und die Proben oder ge- 
gebenenfalls weitere an die Sonden oder die Proben 
bindende Substratmolekule markiert sein. 
[0030] Als Tragermaterial konnen folgende Stoffe ver- 
wendet werden: Glas (Standardglas, Pyrexglas, Quarz- 
glas), Kunststoffe bevorzugt hoher Reinheit bzw. gerin- 
ger Eigenfluoreszenz (wie Polyolefine, z.B. PE (Polye- 
thylen), PP (Polypropylen), Polymethylpenten, Polysty- 
rol, PMMA (Poly(methylmethacrylat)), Polycarbonat, 
Teflon), Metalle (wie Gold, Chrom, Kupfer, Titan, Silizi- 
um), oxidische Materialien bzw. Beschichtungen (Kera- 
miken, aluminiumdotiertes Zinkoxid (TCO), Silica, Alu- 
miniumoxid). Die Tragermaterialien konnen als Mem- 
branen (wie Polysacharide, Polycarbonat, Nation), drei- 
dimensionaleStrukturen (etwaGelez.B. Polyacrylamid, 
Agarose, Keramiken) oder auch Formteile aus obigen 
Materialien, wie Folien und Dipsticks, ausgebildet sein. 
Fur eine bessere Haftung, die Reduzierung unspezifi- 
scher Bindung oder fur eine kovalente Ankopplung der 
Sonden kann das Aufbringen einer Zwischenschicht 
oder eine Voraktivierung der Oberflache notwendig 



sein, z.B. durch Silane (Alkyisilane, Epoxysilane, Ami- 
nosilane, Carboxysilane), Polymere (Polysaccharide, 
Polyethylenglycol, Polystyrol, polyfluorierte Kohlenwas- 
serstoffe, Polyolefine, Polypeptide), Alkylthiole, deriva- 

5 tisierte Alkylthiole, Lipide, Lipid-Doppelschichten oder 
Langmuir-Blodgett Membranen. 
[0031] Die Aufbringung der Sonden auf die Oberfla- 
che erfolgt durch Pipettieren, Dispensieren, Drucken, 
Stempeln oder in situ Synthese (wie z.B. photolithogra- 

10 phische Techniken). Es werden bevorzugt verschiede- 
ne Sonden in einem zweidimensionalen Muster auf die 
Oberflache aufgebracht. Jeder Sonde kann dann eine 
eindeutige Position auf der Oberflache zugeordnet wer- 
den. Die Ankopplung der Sonden kann kovalent, ad- 

15 sorptiv oder uber physikalisch/chemische Wechselwir- 
kungen der Sonden mit der Oberflache erfolgen. Es 
konnen alle bekannten Techniken eingesetzt werden. 
[0032] Mit Sonden sind Strukturen gemeint, die mit ei- 
nem oder mehreren Targets (Proben) in spezifische 

20 Wechselwirkung treten konnen. So dienen Biochip- 
Sonden in der Regel zur Untersuchung biologischer Tar- 
gets, insbesondere Nukleinsauren, Proteine, Kohlenhy- 
drate, Lipide und Metabolite. Als Sonden werden bevor- 
zugt verwendet: Nukleinsauren und Oligonukleotide 

25 (einzel- und/oder doppelstrangige DNA, RNA, PNA, 
LNA in Reinform oder auch in Kombinationen), Antikor- 
per (humane, tierische, polyklonale, monoklonale, re- 
kombinante, Antikorperfragmente, z.B. Fab, Fab', F 
(ab) 2 , synthetische), Proteine (etwa Allergene, inhibito- 

30 ren, Rezeptoren), Enzyme (etwa Peroxidasen, Alkali- 
sche-Phosphatasen, Glukose-Oxidase, Nukleasen), 
kleine Molekule (Haptene): Pestizide, Hormone, Anti- 
biotika, Pharmaka, Farbstoffe, synthetische Rezepto- 
ren oder Rezeptorliganden. Besonders bevorzugt han- 

35 delt es sich bei den Sonden urn Nukleinsauren, insbe- 
sondere Oligonukleotide. 

[0033] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
auGerdem ein Verfahren zur ortsaufgelosten Detektion 
von elektromagnetischer Strahlung, insbesondere von 

40 Chemilumineszenz-, Biolumineszenz- und Fluores- 
zenzstrahlung, die von auf einer planaren Oberflache 
eines Tragers immobilisierten Substanzen emittiert 
wird, wobei man einen bildgebenden photoelektrischen 
Flachensensor in geringem Abstand von der Oberflache 

45 des Tragers anordnet, die immobilisierten Substanzen 
zur Emission von elektromagnetischer Strahlung anregt 
und die emittierte Strahlung ohne Verwendung eines 
abbildenden optischen Systems photoelektrisch detek- 
tiert. 

50 [0034] Bevorzugt detektiert man eine von den immo- 
bilisierten Substanzen emittierte Chemilumineszenz- 
und Biolumineszenzstrahlung. In diesem Fall ist keine 
Einstrahlung von Anregungslicht erforderlich, so daG 
das erfindungsgemaGe Detektionssystem besonders 

55 kostengunstig realisiert werden kann. Die Detektion von 
Lumineszenzstrahlung hat auGerdem den Vorteil, daG 
die Strahlung direkt von der Oberflache des planaren 
Tragers stammt und keine storende Streustrahlung aus 
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dem den Trager bedeckenden Reaktionsraum oder 
dem Trager selbst ausgestrahlt wird. 
[0035] Bei Chemi- oder Biolumineszenzmessungen 
kann das System so ausgelegt sein, daB schon die Bin- 
dung der Probe an die Sonde zur Lichtemission fuhrt. 
In diesen Fallen werden die fur die Lumineszenzreakti- 
on erforderlichen Systemkomponenten durch Bildung 
eines Sonden/Proben-Komplexes bereitgestellt. Es ist 
auch moglich, daB erst nach der Bindung von Sonde 
und Probe in einem weiteren Schritt noch erforderliche 
Komponenten, z.B. ein geeignetes Chemilumineszenz- 
substrat, zugegeben werden, die durch - nunmehr 
selbst an die fixierten Sonden gebundene - Proben zu 
lichtemittierenden Produkten umgesetzt werden. Vor- 
zugsweise erzeugt man die Chemilumineszenzstrah- 
lung auf der Oberflache des planaren Tragers durch en- 
zymatische Reaktionen. Dazu wird entweder ein Che- 
milumineszenzsubstrat oder ein Enzymkomplex auf 
dem Trager fixiert und eine Losung des Enzyms bzw. 
eines Chemilumineszenzsubstrates zugegeben. Beim 
Umsatz des Substrates wird Licht emittiert. Jedenfalls 
werden die nachzuweisenden auf dem Biochip immobi- 
lisierten Substanzen ublicherweise mit einem Lumines- 
zenzmarker versehen. Dies kann direkt erfolgen (Ver- 
wendung von Enzymen z.B. Meerrettichperoxidase 
(POD) oder Enzymsubstraten (z.B. Luminol)) oder uber 
einen mehrstufigen ProzeB (Einfuhrung eines primaren 
Labels wie Biotin oder Digoxigenin (DIG) und Nachin- 
kubation mit Lumineszenzmarkern wie PODmarkiertem 
Streptavidin oder anti-DIG). Der letzte Schritt ist ubli- 
cherweise die Zugabe von Enzymsubstratlosung oder, 
wenn Substratmolekule wie Luminol als Marker verwen- 
det wurden, von Enzymlosung. Die Verwendung von 
Enzymen als Marker hat den Vorteil, daB durch die En- 
zymreaktion eine enorme Signalamplifikation erreicht 
wird. Alle chemilumineszierenden oder biolumineszie- 
renden Systeme sind als Marker zur Signalerzeugung 
bei der Biochipauswertung denkbar, z.B. Alkalische 
Phosphatase mit Dioxetan- (AMPPD) oder Acridiniump- 
hosphat-Substraten; Meerrettichperoxidase mit Lumi- 
nol- oder Acridiniumester-Substraten; Mikroperoxida- 
sen oder Metallporphyrinsysteme mit Luminot; Gluco- 
seoxidase, Glucose-6-phosphatdehydrogenase; oder 
auch Luciferin/Luciferase-Systeme. 
[0036] GemaB einer anderen Ausfuhrungsform der 
Erfindung wird eine von den immobilisierten Substan- 
zen emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. Gegen- 
uber den enzymatischen Chemilumineszenzsystemen 
haben Fluoreszenzfarbstoffe den Vorteil, daB die Mes- 
sung direkt nach Einfuhrung des Markers erfolgen kann. 
Enzym- oder Proteinmarker (beispielsweise der haufig 
eingesetzte Biotin/Streptavedin-Komplex) benotigen 
dagegen einen weiteren Inkubationsschritt, in welchem 
der Enzymmarker eingefuhrt und die Substratlosung zu- 
gegeben wird. Allerdings ist fur Fluoreszenzmessungen 
die Einstrahlung von Anregungslicht notwendig. Da der 
Flachensensor und die Oberflache des Biochips nur in 
einem geringen Abstand voneinander angeordnet sind, 



wird vorzugsweise ein Trager verwendet, in den bei- 
spielsweise von der dem Trager abgewandten Rucksei- 
te her Anregungslicht eingekoppelt werden kann. Das 
eingekoppelte Anregungslicht wird dann unter Totalre- 

5 flexion in dem Trager gefuhrt, wobei die Anregung der 
auf der Oberflache des Tragers immobilisierten Sub- 
stanzen durch evaneszentes Licht erfolgt. Hierbei ist 
selbstverstandlich auf ein moglichst fluoreszenzarmes 
Tragermaterial zu achten. Zur Unterdruckung von 

10 Streulichtanteilen in dem vom Flachensensor detektier- 
ten Signal konnen Sensoren mit schneller Ansprechzeit 
verwendet werden. Bei Anregung mitkurzen Lichtimpul- 
sen kann dann der Streulichtanteil durch zeitliche Dis- 
kriminierung vom eigentlich interessierenden, zeitlich 

15 verzogerten Fluoreszenzsignal unterschieden werden. 
[0037] Es ist erfindungsgemaB schlieBlich auch mog- 
lich, die zu untersuchenden Substanzen direkt auf dem 
photoelektrischen Flachensensor zu immobilisieren. In 
diesem Fall dient der Flachensensor gleichzeitig als 

20 Trager fur die Substanzen. Der Trager kann dann bei- 
spielsweise eine dunne Quarzschichtsein, die direkt auf 
den photoelektrischen Zellen des Flachensensors als 
Schutzschicht vorgesehen ist. Die Oberflache des Fla- 
chensensors kann dazu auch geeignet beschichtet sein 

25 (z.B. kann eine hydrophobe Oberflache durch Silanisie- 
rung erzeugt werden). 

[0038] Der Flachensensor kann in eine DurchfluBzel- 
le integriert werden. Es konnen zusatzliche Einrichtun- 
gen zur Substratzugabe, zum Waschen oder zum 

30 Trocknen vorgesehen sein. 

[0039] Die vorliegende Erfindung kann beispielswei- 
se zur Auswertung von nichtkompetitiven oder kompe- 
titiven Testverfahren genutzt werden. Bei nichtkompeti- 
tiven bindet die zu analysierende Probe an die auf der 

35 Oberflache des Biochips vorab immobilisierte Sonde. 
Die Probe kann man zuvor mit einem Chemilumines- 
zenzmarker versehen. Es ist auch moglich, daB die Pro- 
be zuerst an die fixierte Sonde bindet und in einem zwei- 
ten Schritt markiert wird (z.B. bei Primer Extension oder 

40 Rolling Cycle PCR). In all diesen Fallen erhalt man ein 
MeBsignal, das urn so groBer ist, je mehr gebundene 
Probenmolekule vorhanden ist. Es ist auch moglich, 
daB durch die Wechselwirkung der Probe mit den auf 
der Oberflache immobilisierten Sonden die Aktivitat des 

45 die Chemilumineszenz katalysierenden Enzyms veran- 
dert wird (Abschwachung, Verstarkung, z.B. Enzym- 
hemmtests) und diese Anderung als MeBsignal regi- 
stries wird. Als Beispiele fur nichtkompetitive Testver- 
fahren konnen Hybridisierungsreaktionenvon PCR-Pro- 

50 dukten oder markierter DNA/RNA an auf der Oberflache 
immobilisierte Oligonukleotide oder cDNA oder Sand- 
wichimmunoassays genannt werden. Bei kompetitive 
Testverfahren wird der Probe eine markierte Substanz 
zugesetzt, die ahnliche Bindungseigenschaften zu den 

55 auf der Oberflache immobilisierten Sonde hat wie die 
Probe selbst. Es findet eine Konkurrenzreaktion zwi- 
schen Probe und Marker um die begrenzte Anzahl von 
Bindungsplatzen auf der Oberflache statt. Man erhalt 
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ein Signal, das um so niedriger ist, je mehr Probenmo- 
lekule vorhanden ist. Beispiele hierfur sind Immunoas- 
says (ELISA) Oder Rezeptorassays. 
[0040] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden 
unter Bezugnahme auf in den beigefugten Zeichnungen 
dargestellte Ausfuhrungsbeispiele ausfuhrlicher be- 
schrieben. 

[0041] In den Zeichnungen zeigt: 

Figur 1 eine schematische Explosionsdarstellung 
einer Vorrichtung zur Kontaktabbildung der 
von einem Biochip emittierten Chemilumi- 
neszenzstrahlung; 

Figur 2 einen Teilschnitt der Anordnung von Fla- 
chensensor und Biochip der Vorrichtung 
der Figur 1 ; 

Figur 3: einen Teilschnitt einer alternativen Anord- 
nung von Flachensensor und Biochip zur 
Detektion von Chemilumineszenzstrah- 
lung; 

Figur 4: eine alternative Anordnung von Biochip 

und Flachensensor zur Detektion von Fluo- 

reszenzstrahlung; 
Figur 5a: eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 

der von einem Biochips emittierten Chemi- 

lumineszenzstrahlung; 
Figur 5b: den Intensitatsverlauf des Chemilumines- 

zenzsignals entlang einer Linie in Figur 5a; 
Figur 6a eine mit einem Rontgenfilm gewonnene 

Aufnahme des Biochips der Figur 5a; 
Figur 6b den Intensitatsverlauf entlang einer Linie in 

Figur 6a; 

Figur 7: eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
der von einem Protein-Chip emittierten 
Chemilumineszenzstrahlung; 

Figur 8: eine CCD-Kontaktbetichtungsaufnahme 
der von einem DNA-Chip emittierten Che- 
milumineszenzstrahlung; 

Figur 9: ein Diagramm, das die Intensitat des Che- 
milumineszenzsignals in Abhangigkeit von 
der immobilisierten Oligonukleotidkonzen- 
tration wiedergibt; 

Figur 10: ein Diagramm, das zeigt, wie bei dem er- 
findungsgemaBen Verfahren der MeBbe- 
reich durch unterschiedliche Belichtungs- 
zeiten vergroBert werden kann; 

Figur 11: eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
der von einem weiteren DNA-Chip emittier- 
ten Chemilumineszenzstrahlung; 

Figur 12: eine Diagramm, das eine aus der Aufnah- 
me der Figur 11 ermittelte Diskriminie- 
rungsrate veranschaulicht; 

Figur 13: eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
eines diagnostischer Biochips zur Mutati- 
onsbestimmung in Onkogenen. 

[0042] In Figur 1 ist schematisch eine Explosionsdar- 
stellung eines Detektionssystems 10 zur Durchfuhrung 



des erfindungsgemaBen Verfahrens dargestellt. Im dar- 
gestellten Beispiel dient das Detektionssystem 10 zur 
ortsaufgelosten Messung von Chemilumineszenzstrah- 
lung. Die Chemilumineszenzstrahlung wird von Sub- 
5 stanzen emittiert, die auf der planaren Oberflache 1 1 ei- 
nes funktionalisierten Bereichs 1 2 eines Biochips 1 3 im- 
mobilisiert sind. Dazu wird der Biochip 13 in moglichst 
geringem Abstand von einem Flachensensor 14, bei- 
spielsweise einem CCD-Chip, angeordnet (vergl. Fig. 
2). Der Flachensensor 14 kann dann ohne Zwischen- 
schaltung eines abbildenden optischen Systems, wie 
beispielsweise einer Linsen- oder einer Faseroptik, ein 
ortsaufgelostes zweidimensionales Abbild der von der 
Oberflache des funktionalisierten Bereichs 12 emittier- 
ten Chemilumineszenzstrahlung detektieren. In dem in 
Figur 1 dargestellten Beispiel liegt der Biochip 13 auf 
einer den Flachensensor 14 umgebende Dichtung 15. 
Die Dichtung 15 besitzt eine Hone, die so gewahlt ist, 
daB bei aufgelegtem Biochip zwischen der Oberflache 
1 1 des funktionalisierten Bereichs 1 2 und dem Flachen- 
sensor 14 ein Reaktionsraum 16 ausgespart bleibt, der 
beispielsweise vor Auflegen des Biochips 13 mit einer 
in der Regel waBrigen Losung eines Chemifumines- 
zenzsubstrates gefullt werden kann. Die gesamte An- 
ordnung aus Biochip und Flachensensor ist von einem 
Gehause 1 7 umgeben, welches durch einen Deckel 1 8 
lichtdicht verschlossen werden kann. Nach Auflegen 
des Biochips 13 wird Chemilumineszenzsubstrat von im 
funktionalisierten Bereich 12 immobilisierten Enzymen 
umgesetzt, was mit einer Lichtemission verbunden ist. 
Der Abstand zwischen der Oberflache des Biochips 13 
und dem Flachensensor 14 ist so gewahlt, daB jedes 
Pixelelement des Sensors 14 im wesentlichen nur Licht 
aus unmittelbar gegenuberliegenden Bereichen des 
Biochips empfangt. Der Abstand zwischen Flachensen- 
sor und Biochip sollte daher nicht wesentlich groBer als 
die Kantenlange eines Pixels des Flachensensors 14 
sein. Typischerweise liegt dieser Abstand dann im Be- 
reich von 5 -1 00 |Lim. Als Obergrenze des Abstandes ist 
jedenfalls der Durchmesser der einzelnen Feldelemen- 
te auf dem Biochip selbst anzusehen, da diese Feldele- 
mente noch eindeutig voneinander unterschieden wer- 
den mussen. 

[0043] Bei einer besonders einfache Ausfuhrungs- 
form der Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens kann die Substratlosung manuell 
in den Reaktionsraum 16 gefullt werden. Bei einer au- 
tomatisierten Anordnung konnen dazu beispielsweise 
auch Pipettierroboter verwendet werden. Es istjedoch 
auch moglich, den Reaktionsraum 1 6 mit Hilfe von einer 
oder mehreren Leitungen 19, 20 zu befullen bzw. zu 
spulen. Prinzipiell konnen folgende Automatisierungs- 
schritte einzeln oder in Kombination realisiert werden: 
Einlegen bzw. Wechseln der Biochips 13, Zugabe von 
Substratlosung, sowie nach der Messung Waschen und 
Trocknen des Sensors 14. Der Flachensensor kann in 
eine FluBzelle, insbesondere in ein automatisches oder 
manuelles FlieBinjektionssystem (FIA-System) als Teil 
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einer DurchfluBzelle, integriert sein. Dabei konnen Fla- 
chensensor und Biochip mittels Abstandshalter die 
FluBzelle definieren. 

[0044] Das von dem Flachensensor 14 detektierte 
Chemilumineszenzlicht der einzelnen Pixetetemente 
wird mittels einer Steuerelektronik 21 digitalisiert und 
uber eine Datenleitung 22 zu einem Computer 23 uber- 
tragen, der auch die Steuerung der Bildaufzeichnung, 
die Bildverarbeitung und Speicherung der Daten uber- 
nimmt. In einer speziellen Ausfuhrungsform ist der 
Computer direkt in das System integriert. 
[0045] In Figur2 ist die Anordnung der Figur 1 imTeil- 
schnitt in einem groBeren MaBstab dargestellt. Die dar- 
gestellten Elemente sind mit denselben Bezugsziffem 
wie in Figur 1 bezeichnet. 

[0046] Figur 3 zeigt eine Variante einer MeBanord- 
nung zur Detektion von Chemilumineszenzstrahlung, 
bei welcher der Biochip aus einer dunnen Folie 24 be- 
steht, die direkt auf dem Flachensensor 1 4 liegt. Die Fo- 
lie 24 weist beispielsweise nur eine Dicke von 10 \xm 
auf und ist fur das Chemilumineszenzlicht durchlassig. 
Diese Variante besitztden Vorteil, daB die Dicke des Re- 
aktionsraums 1 6 beliebig gewahlt werden kann, da die- 
ser sich auf der vom Sensor 1 4 abgewandten Seite der 
Folie 24 befindet und daher keinen EinfluB auf das Auf- 
losungsvermogen des Detektionssystems hat. 
[0047] In Figur 4 ist eine MeBanordnung zur Detektion 
von Fluoreszenzlicht dargestellt. Der funktionalisierte 
Bereich 12 befindet sich auf einem fur Anregungslicht 
transparenten Biochip 25. 

[0048] Beispielsweise mittels zweier an gegenuber- 
liegenden Seitenkanten des Tragers aufgeklebter Pris- 
men 26, 27 wird Anregungslicht (in Fig. 4 als gestrichelte 
Linie angedeutet) in den Biochip 25 eingekoppelt. Ein 
evaneszenter Anteil des Anregungslichtes regt die auf 
der Oberflache 11 des funktionalisierten Bereichs 12 fi- 
xierten fluoreszenzmarkierten Substanzen zur Emissi- 
on von Fluoreszenzlicht an, das dann von dem Flachen- 
sensor 14 registries wird. Besteht das Anregungslicht 
und folglich auch das emittierte Fluoreszenzlicht aus 
kurzen Lichtimpulsen, kann eine nachgeschaltete Elek- 
tronik das vom Flachensensor 14 registrierte Signal in 
einen moglicherweise vorhandenen Streulichtanteil und 
einen eigentlich interessierenden, zeitlich etwas verzo- 
gert emittierten Fluoreszenzanteil trennen. Eine zwi- 
schen Biochip und Flachensensor angeordnete Filter- 
einrichtung zur Ausblendung des Streulichtanteils ist 
daher nicht erforderlich. 

Beispiele 

[0049] Die folgenden Beispiele wurden mit einem ein- 
fachen Aufbau fur eine manuelle Bedienung, wie er in 
Figur 1 schematisch dargestellt ist, durchgefuhrt. Es 
wird ein Interline-Flachensensor mit Videofrequenz ver- 
wendet (Sony, 768 x 576 Pixel). Derartige CCD-Senso- 
ren sind kommerziell nur gekapselt erhaltlich, d.h. der 
Sensor ist in ein Gehause aus Keramik integriert und 



nach oben mit einer transparenten Abdeckung aus Glas 
verschlossen. Der Flachensensor wurde durch Entfer- 
nen der Abdeckung freigelegt, so daB ein fur eine schar- 
fe Abbildung erforderlicher geringer Abstand zwischen 
5 Sensor und Biochip realisiert werden kann. Nach Frei- 
legen des Sensors wurde die Elektronik durch Abdich- 
ten mit einer VerguBmassegeschutzt, urn Kurzschlusse 
bei der Zugabe der waBrigen Substratlosung zu verhin- 
dern. 

w [0050] Zugabe der Substratlosung, Einlegen des 
Biochips, sowie nach der Messung Waschen mit Was- 
ser und Trocknen des CCD-Sensors wurden von Hand 
durchgefuhrt. Zum Schutz des CCD-Sensors kann auf 
diesem eine dunne Folie (z.B. mit einer Dicke von 3 jum) 
15 oder eine dunne Schutzschicht (z.B. Lackschicht) auf- 
gebracht werden. Die auf einem CCD-Chip normaler- 
weise vorhandene dunne Si0 2 -Schicht reicht aber zum 
Schutz vor der waBrigen Substratlosung aus. 
[0051] Die Ausieseeiektronik ist in einem Kamera- 
20 modul untergebracht. Das Videosignal wird von einem 
8 Bit Frame-Grabber eines Computers digitalisiert 
Durch die Steuerung der On-Chip Integration wird eine 
betrachtliche Empfindlichkeitssteigerung erreicht. Au- 
Berdem laBt sich durch unterschiedliche Belichtungs- 
25 zeiten der dynamische Bereich des Systems erweitern. 
Die digitalisierten Bilddaten lassen sich direkt in einem 
gangigen Grafikformat abspeichem und stehen fur eine 
weitere Bearbeitung unmittelbar zur Verfugung. 
[0052] Steuerung und Bilderfassung kann direkt in ei- 
30 nem Speicherchip des Detektionssystems oder extern 
uber einen PC oder Laptop erfolgen. 

Beispiel 1 : Optischen Auflosung 

35 [0053] Figur 5a zeigt als Beispiel fur das raumliches 
Auflosungsvermogen des CCD-Sensors die Aufnahme 
eines Biochips. Als Trager dienten Glasoberflachen, auf 
die ein Array mit 5x6 Feldelementen aus einer dunnen 
Goldschicht sehr prazise aufgebracht wurde. Es han- 

40 delte sich urn mikrostrukturierte quadratische Goldober- 
flachen mit einer Seitenlange von 100 jum und einem 
Mitten abstand (Raster) von 200 jum. Die Goldoberfla- 
chen wurden durch Behandlung mit einer HPDP-Biotin- 
losung (Pierce) biotinyliert. Urn die gesamte Oberflache 

45 mit SH-Gruppen abzusattigen, wurden die Chips in ei- 
nem zweiten Schritt mit Mercaptohexanol behandelt. An 
das immobilisierte Biotin konnte nun ein mit Meerrettich- 
peroxidase (POD) markiertes Streptavidin (Streptavi- 
din-POD, Sigma, Stammlosung 1 mg/mL; Verdunnung 

50 1:10.000) binden. Nach einem Waschschritt und Inku- 
bation mit Chemilumineszenzsubstrat (SuperSignal 
Femto, ELISA, Chemilumineszenzsubstrat, Pierce) 
wurde der Chip vermessen. Bei der Aufnahme der Figur 
5a wurde eine Belichtungszeit von 12 s eingestellt. Ein 

55 Teilbild der Figur 5a zeigt zwei Feldelemente in vergro- 
Berter Darstellung, so daB bereits die einzelnen Pixel 
des CCD-Sensors sichtbar werden. In Figur 5b ist der 
Verlauf des Chemilumineszenzsignals entlang der Linie 
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"5b" der Figur 5a dargestellt. Fur Vergleichsmessungen 
wurde der Biochip mit einem Rontgenfilm (Medical 
X-Ray Film, Fuji RX, No. 036010) durch Kontaktbelich- 
tung vermessen. In Abbildung 6a istdas mitdem Ront- 
genfilm bei einer Belichtungszeit von ebenfalls 12s er- 
zielte Ergebnis dargestellt. Figur 6b zeigt die Schwar- 
zungskurve des Films entlang der Linie "6b" der Figur 
6a. Insbesondere aus dem Vergleich der Figuren 5b und 
6b wird deutlich, daB mit dem erfindungsgemaBen 
MeBaufbau Setup 100 jum Strukturen gut aufgelost wer- 
den konnen und die erhaltene Auflosung, sowie das Si- 
gnal/Rausch-Verhaltnis besser sind als mit dem ver- 
wendeten Standardrontgenfilm. Die Empfindlichkeitdes 
CCD-Chips entsprach in diesem Format der des Ront- 
genfilms. 

Beispiel 2: Protein-Chip 

[0054] Die Oberflache eines Glasobjekttragers wurde 
mitTrimethylchlorsilan silanisiert. Auf dieser Oberflache 
wurde ein Anti-Peroxidaseantikorper (Anti-Peroxidase- 
antikorper, rabbit, Sigma) in einzelnen Spots und unter- 
schiedlichen Konzentrationen adsorptiv immobilisiert. 
Nach einer Inkubationszeit von 3 h wurde die Oberfla- 
che mit einer Mischung aus BSA und Casein qeblockt. 
Die Chips wurden nun 30 - 60 min mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an Peroxidase (Peroxidase aus Meer- 
rettich, Grade I, Boehringer, Stammlosung 5 mg/mL) in- 
kubiert, gewaschen, mit Chemilumineszenzsubstrat 
versetzt und mit dem Detektionssystem (CCD-Chip, 3 
Him Folie, 1 ,5 |uL Substratlosung, Biochip aufgelegt) ver- 
messen. Das Ergebnis der Messung ist in Figur 7 dar- 
gestellt. Man erkennt einen Protein-Chip mit manuell 
aufgebrachten Spots mit 3 verschiedenen Anti-POD-An- 
tikorperkonzentrationen (Spalten von links nach rechts: 
Verdunung 1:100, 1:1.000, 1:10.000; POD-Verdunnung 
1 :1 0 6 ; Belichtungszeit 35 s). Bei diesem Testformat war 
die Empfindlichkeit urn eine GroBenordnung hoher als 
unter identischen Bedingungen mit dem Rontgenfilm. 

Beispiel 3: DNA-Chip 

[0055] Auf Kunststofftragem wurden 1 8-mer Oligonu- 
kleotide kovalent immobilisiert (Sequenz: 5TATT- 
CAGGCTGGGGGCTG-3'). Es wurde mit einer komple- 
mentaren 1 8-mer Sonde, die am 5'-Ende biotinyliert 
war, hybridisiert (5xSSP, 0.1%Tween, 1h). Nach einem 
Waschritt wurde mit Streptavidin-POD inkubiert (Ver- 
dunnung 1:100; 5xSSP, 0.1% Tween 20; 30 min) und 
nach Waschen mit dem bereits im Beispiel 2 beschrie- 
benen Aufbau vermessen. Figur 8 zeigt eine Ubersicht 
eines homogen in einem Array aus 5x5 Feldelementen 
gespotteten Biochips. Es ist auch moglich das Strepta- 
vidin-POD bereits der Hybridisierungslosung zuzuset- 
zen. Auf diese Weise wird die Zahl der Inkubations- und 
Waschschritte reduziert und der Test ist in Durchfuhr- 
barkeit und Schnelligkeit (bis auf die Substratzugabe) 
mit Fluoreszenzsystemen vergleichbar. 



[0056] Die Nachweisgrenze fur die Detektion von 
DNA wurde bestimmt, indem DNA-Chips nach oben be- 
schriebenem Schema mit ansteigenden Konzentratio- 
nen an Biotinsonde hybridisiert wurden. Das Ergebnis 

5 ist in Figur 9 dargestellt. Die Nachweisgrenze liegt in 
diesem Format (Belichtungszeit 1s) bei einer Absolut- 
menge an DNA von unter 10 -16 mol und wird durch den 
Hintergrund, d.h. die unspezifische Bindung von Strep- 
tavidin-POD an die immobilisierten Oligonukleotide limi- 

10 tiert. 

[0057] Der dynamische Bereich des hier verwende- 
ten Video-CCD-Chips von 8 Bit kann durch unterschied- 
liche Belichtungszeiten ausgeglichen werden. Die Er- 
gebnisse entsprechender experimenteller Untersu- 
15 chungen sind im Diagram der Fig. 10 dargestellt. Auf 
diese Weise ist eine Erweiterung des MeBbereiches auf 
10 Bit und daruber moglich. 

[0058] Wie bei anderen Detektionsmethoden ist 
durch die Wahl von stringenten Bedingungen (20 min 

20 Waschen mit 0.3xSSPE und 25% Formamid nach der 
Hybridisierung) eine gute Diskriminierung zwischen 
Perfect-Match (PM) und einfachen Mismatch (MM) Pro- 
ben moglich. Fur die oben erwahnten immobilisierten 
1 8-mer Oligonukleotide werden bei Einfuhrung eines 

25 CC-Mismaches an Position 7 Diskriminierungsraten 
von uber 10 erreicht. In Figur 11 ist die entsprechende 
CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme des resultierenden 
Chemilumineszenzsignals eines DNA-Chips dargestellt 
(Spots der linken Spalte: Perfect-Match (PM); Spots der 

30 rechten Spalte Mismatch (MM). Die Signalintensitaten 
sind im Diagramm der Figur 12 dargestellt. Das Intensi- 
tatsverhaltnis von PM/MM betragt im dargestellten Bei- 
spiel 10,9. 

35 Beispiel 4: Diagnostischer Biochip - Mutationsbestim- 
mung in Qnkogenen 

[0059] Es wurde ein DNA-Chip mit verschiedenen 
13mer Capture-Probes (immobilisierte Sonden) fur 10 

40 Mutationen eines Onkogens hergestellt Zusatzlich wur- 
de eine Sonde fur den Wildtyp und eine PCR-Kontrolle 
integriert. Aus einerZellinie wurde DNA mit der Mutation 
3 (siehe Tabelle unten) isoliert und mittels mutationsan- 
reichender PCR amplifiziert (50 jliL Ansatz mit ca. 1 0 ng 

45 DNA; 35 Zyklen; Primer an 5'-Ende biotinyliert; Amplifi- 
kationslange ca. 157 Basenpaare). Das PCR-Produkt 
wurde mit 20xSSPE auf 6xSSPE eingestellt und mit 
6xSSPE 1 :10 verdunnt. Vorder Hybridisierung wurde 1 : 
1 mit einer 1 :1 00-Verdunnung von Streptavidin-POD in 

50 6xSSPE versetzt. Nach der Hybridisierung wurde mit 
6xSSPE gewaschen, der Chip mit Chemilumineszenz- 
substrat versetzt und im Detektor vermessen. Die Zu- 
ordnung der jeweiligen Mutante (Diskriminierungsraten 
von uber 20 zu anderen Mutanten) isteindeutig moglich. 

55 in Figur 13 ist das Ergebnis der entsprechende Chemi- 
lumineszenzmessung dargestellt (Biochip nach strin- 
genter Hybridisierung (1h, 37°C 6xSSPE); 3s Belich- 
tung). 
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[0060] Es wurden folgende Diskriminierungsraten ge- 
messen: 



Capture Probe 


Diskriminierung zur Mutante 3 


PCR-Kontrolle 


1.11 


Mutante 3 


1.00 


Mutante 1 


21.5 


Mutante 5 


64.4 


Mutante 6 


71.1 


Wildtyp 


10.5 



[0061] Fur alle anderen Mutationen liegtdie Diskrimi- 
nierung bei >70. 



Patentanspruche 

1 . Verwendung eines bildgebenden photoelektrischen 
Flachensensors zur Kontaktabbildung der von ei- 
ner Oberflache eines Biochips emittierten Chemi- 
oder Biolumineszenzstrahlung, wobei der Flachen- 
sensor in eine Messzelle integriert ist, die als Durch- 
flusszelle ausgebildet ist. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Flachensensor ein Di- 
odenarray, ein CCD-Sensor oder ein TFA-Bildsen- 
sor ist. 

3. Verfahren zur ortsaufgelosten Detektion von elek- 
tromagnetischer Strahlung, die von auf einer Ober- 
flache eines Tragers immobllisierten Substanzen 
emittiert wird, wobei man 

einen bildgebenden photoelektrischen Fla- 
chensensor in geringem Abstand von der Oberfla- 
che des Tragers anordnet, so dass zwischen dem 
Flachensensor und dem Trager ein Reaktionsraum 
einer Durchflusszelle definiert wird, 

den Reaktionsraum mit einer Enzym- oder 
Substratlosung spult, urn die immobilisierten Sub- 
stanzen zur Emission von Chemi- oder Biolumines- 
zenzstrahlung anzuregen, und 

die emittierte Strahlung ohne Verwendung ei- 
nes abbildenden optischen Systems, photoelek- 
trisch detektiert. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man den Sensor nach der Messung 
wascht und trocknet. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Spulen, Messen, Waschen und 
Trocknen automatisiert ist. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 3 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB man von den immo- 



bilisierten Substanzen emittierte Chemilumines- 
zenzstrahlung detektiert. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, daB man die Chemilumineszenzstrah- 

lung durch enzymatische Reaktionen erzeugt. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspruche 3 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet. daB man von den immo- 

10 billsierten Substanzen emittierte Biolumineszenz- 
strahlung detektiert. 

9. Verfahren zur ortsaufgelosten Detektion von elek- 
tromagnetischer Strahlung, die von auf einer Ober- 

15 flache eines Tragers immobilisierten Substanzen 
emittiert wird, wobei man 

die Substanzen auf einem als Trager dienen- 
den photoelektrischen Flachensensor immobili- 
siert, 

20 den Flachensensor in einer als Durchflusszel- 

le ausgebildeten Messzelle anordnet, so dass ein 
Reaktionsraum definiert wird, 

den Reaktionsraum mit einer Enzym- oder 
Substratlosung spult, urn die immobilisierten Sub- 

25 stanzen zur Emission von Chemi- oder Biolumines- 
zenzstrahlung anzuregen, und 

die emittierte Strahlung ohne Verwendung ei- 
nes abbildenden optischen Systems photoelek- 
trisch detektiert. 

30 

Claims 

1. The use of an image-generating photoelectric area 
35 sensor for contact imaging of the chemilumines- 
cence radiation emitted by a surface of a biochip, 
the area sensor being integrated into a measuring 
cell which is designed as a flow cell. 

40 2. The use as claimed in claim 1 , characterized in 

that the area sensor is a diode array, a CCD sensor 
or a TFA image sensor. 

3. A method for the spatially resolved detection of 
45 electromagnetic radiation which is emitted by sub- 
stances immobilized on a surface of a support, 
which method comprises 

arranging an image-generating photoelectric 
area sensor at a short distance from the surface of 
50 the support, so that a reaction space of a flow cell 
is defined between the areasensor and the support, 
flushing the reaction space with a solution of 
enzyme or substrate in order to excite the immobi- 
lized substances so that they emit chemilumines- 
55 cence or bioluminescence radiation, and 

detecting photoelectrical^ the emitted radia- 
tion without using an imaging optical system. 
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4. The method as claimed in claim 3, characterized 
in that the sensor is washed and dried after the 
measurement. 

5. The method as claimed in claim 4, characterized 
in that flushing, measuring, washing and drying are 
automated. 

6. The method as claimed in either of claims 3 and 4, 
characterized in that chemiluminescence radia- 
tion emitted by the immobilized substances is de- 
tected. 

7. The method as claimed in claim 6, characterized 
in that said chemiluminescence radiation is gener- 
ated by enzymic reactions. 

8. The method as claimed in either of claims 3 and 4, 
characterized in that bioluminescence radiation 
emitted by the immobilized substances is detected. 

9. A method for the spatially resolved detection of 
electromagnetic radiation which is emitted by sub- 
stances immobilized on a surface of a support, 
which method comprises 

immobilizing said substances on a photoelec- 
tric area sensor used as support, 

arranging said area sensor in a measuring cell 
designed as flow cell so that a reaction space is de- 
fined, 

flushing the reaction space with a solution of 
enzyme or substrate in order to excite the immobi- 
lized substances so that they emit chemilumines- 
cence or bioluminescence radiation, and 

detecting photoelectrical^ the emitted radia- 
tion without using an imaging optical system. 

Revendications 

1. Utilisation d'un capteur surfacique photoelectrique 
generateur d'images pour la formation d'images de 
contact du rayonnement de bioluminescence ou de 
chimioluminescence emis par une surface d'une 
biopuce, dans laquelle le capteur surfacique est in- 
tegre dans une cellule de mesure concue en tant 
que cellule de debit. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que le capteur surfacique est un reseau de 
diodes, un capteur CCD et un capteur d'images 
TFA. 

3. Procede de detection declenchee localement d'un 
rayonnement electromagnetique qui est emis par 
des substances immobilisees sur une surface d'un 
support, dans lequel 

on dispose un capteur surfacique photoelec- 



trique generateur d'images a une faible distance de 
la surface du support de sorte qu'un espace de 
reaction d'une cellule de debit est defini entre le 
capteur surfacique et le support, 

5 on balaie I'espace de reactioh avec une solu- 

tion enzymatique ou par une solution de substrat 
afin d'exciter les substances immobilisees pour 
emettre un rayonnement de chimioluminescence 
ou de bioluminescence, 

10 on detecte le rayonnement emis de maniere 

photoelectrique sans utiliser de systeme optique de 
formation d'images. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en 
15 ce que le capteur est lave et seche apres la mesure. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en 
ce que le balayage, la mesure, le lavage et le se- 
chage sont automatises. 

20 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications 
3 a 4, caracterise en ce qu'on detecte le rayonne- 
ment de chimioluminescence emis par les substan- 
ces immobilisees. 

25 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en 
ce qu'on produit le rayonnementde chimiolumines- 
cence par des reactions enzymatiques. 

30 8. Procede selon I'une quelconque des revendications 
3 a 4, caracterise en ce qu'on detecte le rayonne- 
ment de bioluminescence emis par les substances 
immobilisees. 

35 9. Procede de detection declenchee localement d'un 
rayonnement electromagnetique qui est emis par 
des substances immobilisees sur une surface d'un 
support, dans lequel 

on immobilise les substances sur un capteur 
40 surfacique photoelectrique servant de support, 

on dispose le capteur surfacique dans une 
cellule de mesure concue en tant que cellule de de- 
bit, de maniere a definir un espace de reaction, 

on balaie I'espace de reaction avec une solu- 
45 tion enzymatique ou une solution de substrat, afin 
d'exciter les substances immobilisees pour remis- 
sion d'un rayonnement de chimioluminescence ou 
de bioluminescence 

et 

50 on detecte le rayonnement emis de maniere 

photoelectrique sans utiliser de systeme optique de 
formation d'images. 
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Discrimination ratio PM/MM = 10.9 
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